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De uitvinding beschrijft een f armaceut icum voor de 
behandeling van virale infecties in het bijzonder van het hu- 
man e immunod e fici e ncy viru s (HIV) . Volgens de uitvinding 
omvat het f armaceuticum een preparaat dat als actief bestand- 
deel een i j zerchelator bevat . 

Geschikte i j zerchelatoren zijn gekozen uit de groep 
van de hydroxyamaten (zoals deferoxamine) , de familie van de 
hydroxypyridionen (zoals deferipon) , en de nucleinezuur-bin- 
dende chemotherapeutica (zoals bleomycine) . 

Een synergistisch effect wordt verkregen in vitro 
wanneer naast het preparaat dat de ij zerchelator bevat tevens 
een preparaat wordt gebruikt, dat een ander virusremmend mid- 



d e l b e vat . 



Als virusremmende verbinding komt een proteaserem- 
mer, bij voorkeur ritonavir, in aanmerking. 

Een ander geschikt virusremmend middel is een 
reverse transcripteaseremmer , bij voorkeur een dideoxy- 
inosine . 
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Farmaceuticum voor de behandeling van virale infecties in het 
bijzonder van het humane immunodeficiency virus (HIV). 

De onderhavige uitvinding heeft betrekking op een 



f a rm aceut 1 ^^'"^ v r^or- rif^ hf^iTanH<=> i i ng van vi^rale xnrectiies in EeE~ 
bijzonder van het humane immunodeficiency virus (HIV) . 

Virale infecties in het bijzonder infecties door het 
5 humane immunodeficiency virus (HIV) vormen een ernstige be- 
dreiging voor de volksgezondheid. Wereldwijd worden veel in- 
spanningen gedaan om te komen tot een farmaceuticum voor de 
bestrijding van deze veelal ongeneeslijke ziekte. 

Het is bekend, dat ijzer betrokken is bij de repli- 
10 catie van de humane immunodeficiency virus. In de eerste 

plaats, het HIV-1 long terminal repeat (LTR) gedeelte bevat 

nii'-i^^T-^-^ factor- (NF) -kB respons elementen, die provirale ^ 

transcript ie reguleren. NF-kB activering kan worden beinvloed 
met ijzer via de productie van reactieve zuurstof species. 
15 Een tweede route waarlangs ijzerchelatie HIV repli- 

catie kan beinvloeden is de remming van de DNA synthese door 
inactivering van i j zer-af hankeli jke rebonucleotide reductase. 

Een andere strategic, die kan worden toegepast bij 
targeting van i j zerchelatoren tegen HIV-1 is een directe vi- 
20 rale DNA/RNA aanval . 

De onderhavige uitvinding beoogt thans een farmaceu- 
ticum te verschaffen voor een efficiente behandeling van 
virale infect ie in het bijzonder van het humane immunodefi- 
ciency virus, waartoe het farmaceuticum het kenmerk heeft / 
25 dat het farmaceuticum een preparaat omvat dat als actief be- 
standdeel een i j zerchelator bevat. 

Geschikte ij zerchelatoren volgens de uitvinding kun- 
nen zijn gekozen uit de groep van de hydroxamaten (zoals 
deferoxamine) , de familie van de hydroxypyridinonen (zoals 
30 deferipon) , en de nucleinezuur-bindende chemotherapeutica 
(zoals bleomycine) . 

Bijzonder verrassend is gebleken dat wanneer men in 
vitro naast het preparaat met als actief bestanddeel een 
ij zerchelator, tevens een preparaat dat een andere virusrem- 
3 5 mende verbinding bevat gebruikt bijzonder gunstige resultaten 



worden verkregen tengevolge van het optreden van een syner- 
gistisch effect. Hierbij bleek een proteaseremmer , in het. 
bijzonder ritonavir, bijzonder geschikt te zijn als virusrem- 
mend middel. 

ren een gunstige synergi opleverc is reverse transcriptase- 
remmer, in het bijzonder dideoxyinosine . 

Aanvraagster heeft in dit verband de invloed onder- 
zocht van def eroxiamine (DF) , deferipron (Ll) en bleomycine 

10 (BLM) op de HIV-l replicatie in primaire bloedcellen. Daarbij 
werd gebruik gemaakt van humane perifere bloedlymf ocyten 
(PBL) en monocyten-af geleide macrofagen (MDM) zijnde de be- 
langrijkste targetcellen voor HIV. Gebleken is hierbij dat de 
aanzienlijke afname van HIV-1 replicatie door DF gepaard.ging 

15 met proliferatie- inhibit ie. Soortgelijks werd waargenomen met 

Ll. Verrassend was dat BIJ4 de virale replicaL ie in PBL en MDM 

remde zonder invloed te hebben op de lymf ocytenprolif eratie . 
De toepassing van de combinatie van i j zerchelatoren met de op 
zichzelf bekende antivirale middelen voor antivirale combina- 

20 tietherapie werd onderzocht . Wanneer DF werd toegepast in 
combinatie met de nucleoside analoog dideoxyinosine (ddl) 
bleek een verrassende synergist ische inhibitie van p24 in 
HIV-geinf ecteerde PBL op te treden. 

25 De bii de studie aebruikte materialen e n toeaepaste 

methoden ziin als volat . 

Cel isolatie. 

Perifere bloedmononucleaire eel (PBMC) fracties wer- 
den geisoleerd uit gehepariniseerd bloed van HIV-1- , HIV-2- 
30 en hepatitis B-seronegatieve donoren (Bloedbank, Utrecht) via 

Fi col l -Isopaque gradienr separatie, De cellen werden twee 

keer gewassen en vervolgens hetzij onderworpen aan een tegen- 
stroom centrifugale elutriatie onder oplevering van monocyte 
fracties, hetzij liet men monocyten in de PBMC fractie hech- 
3 5 ten aan met fibronectine beklede kolven voorafgaande aan het 
oogsten van de PBL fractie. De monocyten hadden een zuiver- 
heid van >95% volgens de criteria van celmorf ologie op May- 
Grunwald-Giemsa-gekleurde cytosmears en via niet - specif ieke 
esterase kleuring onder gebruikmaking van of-naf tylacetaat 



(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO)' en PBL >85% zuiverheid 
via May-Grunwald-Giemsa-kleuring. Het percentage levende cel- 
len van beide celtypes was >95% bij het begin van het experi- 
ment, zoals bepaald volgens de trypan-blauw exclusie. Geiso- 

concentratie van 2 x 10^ ceilen/m± in tetion Koiven teneinae 
hechting tot het minimum te beperken (Nalgene, Rocherster, 
NY), waarbij men de monocyten liet dif f erentieren gedurende 7 
dagen, Het MDM medium bestond uit Dulbecco's gemodif iceerd 

10 Eagle's medium aangevuld met 10% hitte-geinactiveerde mense- 
lijk AB serum, negatief vopr anti-HIV antilichamen (Bleed- 
bank, Utrecht), 10 /xg/ml gentamycine (Life Technologies Ltd., 
Paisley, Schotland) , 5 fig/ml ciprof loxacine (Beyer, 
Leverkusen, Duitsland) , 0,6 mg/ml L-glutamine (Sigma) en 3,4 

15 g/L bicarbonaat (Merck, Darmstadt, Duitsland) . Geisoleerd PBL 
""-^-^ werd gedurenae 3 aagen gescimuleerd' te profileren onder toe^' 
voeging van 4 /xg/ml phytohemagglutinine (PHA; Sigma) in RPMI- 
1640 (Life Technologies Ltd.) medium aangevuld met 10% hitte 
geinactiveerde foetaal kalf serum (Life Technologies Ltd.) en 

20 10 fig/ml gentamycine. Na PHA stimulatie werd het PBL gekweekt 
in een medium met daarin 10 U/ml humane recombinant IL-2 
(Boehringer, Mannheim, Duitsland). Alle incubaties werden 
uitgevoerd in 96-druppelplaat jes met vlakke bodem bij 37®C, 
5% CO2 en 95% lucht . 

25 

HIV infectie en p24 metingen. 

De cellen werden gedurende 2 uur geinfecteerd met 
HlV-lea-i. Macrofagen werden geinfecteerd met multipliciteit 
(MOD van 0,005 en lymfocyten met een MOT van 0,001. De cel- 
30 len werden vervolgens twee keer gewassen ter verwijdering van 

do ov e rmaat virus en vervolgens geinrnbeerd met het zi j DF 

(Novartis Pharma, Arnhem) , LI (afkomstig van Duchefa Farma 
B.V., Haarlem) hetzij BLM (H. Lundbeck A/S . Kopenhagen, 
Denemarken) gedurende 5 dagen. Virus in het kweeksupernatant 
35 werd geinact iveerd in een eindconcentrat ie van 0,05% empigen 
(Calbiochem-Novabiochem Co., La Jolla, CA) . De aanwezigheid 
van HIV-1 in het geinactiveerde supernatant werd gevolgd door 
controle van het p24 antigeen via de enzyme -gekoppelde 
immunosorbent test (ELISA) . 



Lywfocyte proliferatie metingen. 

Aangezien i j zerchelatoren cellulaire proliferatie 
kunnen beinvloeden werd het effect van de drie ij zerchelato- 
ren op PBL proliferatie onderzocht . Dit werd uitgevoerd door 

jjgfinT-'=>nd^ nar-bf rif^ ^H-hhymidine (^H-TdR) inbouw in DNA te 

voigen. Er werd 25 /xl ^H- T dR (0,5 /iCi, Amexsliam Iiiternatioual — 

pic, Engeland) toegevoegd in aanwezigheid van DF, LI, BLM of 
DF/ddl combinatie, in een totaal volume van 200 /xl celsuspen- 
sie na 4 dagen incubatie met de verschillende concentraties 
10 van de toegepaste verbinding, Celincubaties werden in 96- 

putjes bevattende kunststof platen (Costrar, Cambridge , MA, 
Amerika) . Na incubatie gedurende de nacht met ^H-TdR werden de 
cellen geoogst onder gebruikmaking van een automat ische 
microcelverzamelaar (Titertek® celverzakelaar 530) , Het fil- 
ls ter werd vervolgens gedroogd en ondergedompeld in een scin- 

— tiiiatie cocktail (Wallace UK) . De r adi o activi't e it werd ge 

teld in een Mark II vloeibaar scintillatiesysteem (Model x, 
tricton analytics. Inc.). 

20 Cytotoxici tei t. 

Mogelijke cytotoxiciteit van DF, LI of BLM werd on- 
derzocht door de MTT [3- (4,5 dimethylthiazol-2-yl) -2 , 5-dif e- 
nyltetrazoliumbromide] (Sigma) test, 

25 Studies van DF-ddl combinatie. 

Drie af zonderli jke experimenten werden uitgevoerd in 
hoofdzaak zoals uiteengezet onder hoofdstuk HIV infectie en 
p24 metingen. Meervoudig verdunde gefixeerde verhoudingscom- 
binaties van de geneesmiddelen, of enkelvoudige geneesmidde- 

30 len werden toegevoegd bij elk incubatiepunt . De IC50 (remmende 

cr^ ^r^o^n^•>-^^-' von-r elk geneesmiddel werd berekend onder 

gebruikmaking van het computer software programma CalcuSyn. 
Het gecombineerde geneesmiddel effect werd geevalueerd door 
middel van het gemiddelde effect principe en de isobologram 

3 5 methode. Deze methode omvat het uitzetten van het dosis- 
effect curve voor elk geneesmiddel alleen dan wel in 
combinatie van elkaar. De helling van de gemiddelde-ef f ect 
curve en de x intercept van de curve werden vervolgens toege- 
past voor de computerberekening van een combinatie -index 



(CI) . De CI waarden werden gebaseerd op de klassieke isobolo- 
gram vergelijking en CI waarden van <1, 1 en >i wijzen op 
synergisme (groter dan het verwachte additieve effect) , addi- 
tieve effecten en antagonisme (minder dan het verwachte addi- 
^^f^ ^/P P.f feet) . De aa naetaste fractie (fj werd berekend voor 

elke geneesmiddelcombinatie en voo r elk g e neesmiddel alleen 

na p24 metingen in geinfecteerd PBL geincubeerd gedurende 5 
dagen met de onderzochte verbindingen (zie HIV infect ie en 
p24 metingen) . 

10 

Statistische analyse. 

Herhaalde metingen ANOVA en student Newman-Keuls 
test werden toegepast voor het analyseren van de gegevens. P 
waarden beneden 0,05 werden als significant beschouwd. 

15 

: — Re s Ultat^h — '- — ■ — " " ' ■ — 

Effect van DF op HIV-1 replicatie, cellulaire proli- 
feratie en cytotoxic! teit in PBI. 

DF bleek p24 concentraties in kweek supernatanten te 
20 verlagen. Bij een concentratie van 3 /xM DF werd een 40% 

afname van virus replicatie in PBL (19 versus 11 ng p24/ml, 
n=3, 

p<0,05) waargenomen. Een concentratie aan de verbinding van 
3 0 fiM bleek de p24 niveaus te verminderen met >90% (fig- lA) 

25 van 19 tot 1,9 ng p24/ml(n=3). Teneinde de mogelijkheid uit 
te sluiten dat deze remmende invloed te danken zou zijn aan 
cytotoxiciteit werd het percentage levende cellen gemonitord. 
Een DF concentratie van 100 /xM bleek cytotoxisch te zijn 
(fig. IB). Bovendien werd tengevolge van de anti-prolif era- 

30 tieve eigenschappen van DF ook de cellulaire proliferatie 

gpmnnitord, De waargenomen afname in p24 ging gepaard met een 

afname in proliferatie (fig. IC) . Gebleken is dat non-cyto- 
toxische DF concentraties geschikt waren voor het doen afne- 
men van de HIV replicatie, welke afname gepaard ging met eel- 

35 lulaire prolif erat ie-remming . 

Effect van LI op HIV-1 replicatie, cellulaire proli- 
feratie en cytotoxiciteit in PBL> 

HIV-1 replicatie in lymfocyten nam af tot minimale 



10 



concentraties door 100 fiM LI (fig. 2A) . Deze concentratie was 
niet cytotoxisch in PBL (fig. 2B) . Er blijkt een drempelwaar- 
de te zijn in LI concentratie, waarbij de remmingscurve zeer 
steil was, welk verschijnsel eveneens gepaard ging met een 
^f^^rr,^ -ir, pyr^l "i f t^ya f. 1 g (fig. 2C). Zo kon de waarqenomen HIV-^ 
inhibitie met Li worden toegeschreven aan de c e llulaire pro — 
liferatie inhibitie. Bij lagere concentraties aan de onder- 
zochte verbinding kon een geringe toename in p24 antigeen 
product ie worden waargenomen (fig. 2 A) . 



Effect van BLM op HIV-1 replicatie, cellulaire pro- 
liferatie en cytotoxiciteit in PBL. 

BLM bleek dosisaf hankelijk HIV-1 replicatie te ver- 
minderen in lymfocyten (fig. 3A) . Deze verbinding bleek niet 
15 cytotoxisch te zijn in PBL (fig. 3B) . Bij concentraties in 

het traject van 3-300 ng BLM/ml bleek con 20 - 50% v e rlaging — — ^ 
teweeg te worden gebracht, hetgeen overeenkwam met een afname 
van 19 tot 15 (20%) of 9,5 (50%) ng p24/ml (n=3) (fig. 3A) . 
Cellulaire proliferatie bleef in tact (fig. 3C) . Hieruit 
20 blijkt dat de HIV-1 inhibitie door BLM, in tegenstelling tot 
DF en LI, via een ander mechanisme verliep dan de cellulaire 
proliferatie inhibitie. 

Invloed van DF, LI, en BLM op HIV-1 replicatie en 
25 cytotoxiciteit in MDAf. 

In MDM, DF concentraties rond de 100 (im bleek de le- 
vende replicatie te verminderen met raaximaal 50% (1,2 versus 
0,6 ng p24/ml) in een dosis afhankelijke manier (fig. 4AI) . 
Deze p24 afname bleek echter gepaard te gaan met de aantas- 
30 ting van de cytotoxiciteit (fig. 4AII) . LI in de bestudeerde 

c^ n^^"^r^^^-igfi bleek de p24 antigeen productie verrassender- 

wijs tweevoudig te doen toenemen bij 30 /xM (fig. 4BI) . Deze 
concentraties bleken niet cytotoxisch te zijn (fig. 4BII) . 

In MDM werd voorts eveneens een dosis afhankelijke 
3 5 afname in p24 concentraties waargenomen met een 50% verminde- 
ring bij 300 ng BLM/ml van 1,2 tot 0,6 ng p24/ml (fig. 4CI) . 
Gebleken is dat BLM concentraties, soortgelijke concentraties 
als PBL, het percentage levende cellen in MDM (fig. 4CII) 
niet hebben aangetast . 



Gecombineerde antivirale invloed van DF-ddl. 

Een matig tot sterk synergisme werd waargenomen bij 
gebruik van DF in combinatie met ddl . Fig. 5 toont een repre- 
sentatieve grafiek voor de combinatie index (CI) met betrek- 

aanaetast (f.) voor de inhibitie 



van HiV door een mengsel van DF eii ddl (m o lai r verhouding 
4:1) . IC50 van DF was 8,5 /xM en dat van ddl 3,1 fiM. Uit fig. 5 
blijkt duidelijk dat er een aanzienlijk synergisme is bij 
alle fa/ die zijn verkregen met verschillende combinaties, 
10 waarbij het synergisme sterker is naarmate fa toeneemt . Rondom 
de IC50 concent rat ies van beide DF en ddl (combinatiepunten op 
fig. 5: 10 ijlM DF : 2 , 5 fiM ddl), werd de hoogste fa waarde ver- 
kregen en de combinatie was sterk synergist isch. Cellulaire 
proliferatie werd gemonitord met deze combinaties met elk 
15 geneesmiddel af zonderli jk • Gebleken is dat ddl in combinatie 

— met DF niet " eeii ' addltio xr ele remm erid e i nv l oed had op ■ '—^ 

cellulaire proliferatie vergeleken met DF alleen. 

De uitvinding wordt nader toegelicht aan de hand van 
figuren 1-6. 

20 - Fig. 1. Effect van DF op HIV-1 replicatie (A), cytotoxi- 

citeit (B) en cellulaire proliferatie (C) in PBL na 5 dagen 
incubatie met DF. 

Voor de bepaling van de HIV-1 replicatie werden cel- 
len 2 uur geinfecteerd met HIV-lea-L bij een MOI van 0,001; de 

25 cellen werden vervolgens 2 keer gewassen en geincubeerd met 
verschillende DF concentraties . Na 5 dagen werd het superna- 
tant gebruikt voor p24 ELISA. Virus replicatie werd uitge- 
drukt als % p24 reductie na DF incubaties, vergeleken met p24 
gemeten bij controle HIV-geinf ecteerde cellen geincubeerd in 

30 de afwezigheid van DF (gesteld op 100% p24) . Cytotoxiciteit 

wor^ Hi3p;:^aTd met de MTT test en wordt weergegeven als % le- 

vende cellen na 5 dagen incubatie met DF, vergeleken met le- 
vende cellen van controle HIV-geinf ecteerde cellen geincu- 
beerd in de afwezigheid van DF (gesteld op 100% levende cel- 

35 len) . PBL proliferatie werd gemeten door overnacht ^H-thymi- 
dine incorporat ie , na 4 dagen incubatie van de cellen met DF; 
het is weergegeven als 'counts per minute' (cpm) na DF incu- 
baties, vergeleken met cpm in controle cellen, geincubeerd in 
de afwezigheid van DF. Resultaten zijn gemiddelden van 3 ex- 
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perimenten in duplo (statistische analyse met behulp van her- 
haalde ANOVA en student Newman-Keuls test, *p<0,05). 100% p24 
productie komt overeen met 19 ng p24/ml. 

- Fig. 2. Effect van LI op HIV-1 replicatie (A), cytotoxi- 
R citeit (B) en cellulaire proliferatie (C) in PBL na 5 daqen 

incubatie met LI. 

Voor de bepaling van de HIV-1 replicatie werden cel- 
len 2 uur geinfecteerd met HIV-Ib^.l bij een MOI van 0,001; de 
cellen werden vervolgens 2 keer gewassen en geincubeerd met 

10 verschillende LI concentraties . Na 5 dagen werd het superna- 
tant gebruikt voor p24 ELISA. Virus replicatie werd uitge- 
drukt als % p24 reductie na LI incubaties, vergeleken met 
p24, gemeten bij controle HIV-geinf ecteerde cellen, geincu- 
beerd in de afwezigheid van LI (gesteld op 100% p24) • Cyto- 

15 toxiciteit werd bepaald met de MTT test en wordt weergegeven 
als % levende" c elleri ria 5 dag e h LI incubati e met LI/ vergele- 
ken met levende cellen van controle HIV-geinf ecteerde cellen, 
geincubeerd in de afwezigheid van LI (gesteld op 100% levende 
cellen) . PBL proliferatie werd gemeten door overnacht ^H-thy- 

2 0 midine incorporatie, na 4 dagen incubatie van de .cellen met 

LI; het is weergegeven als 'counts per minute' (cpm) na LI 
incubaties, vergeleken met cpm in controle cellen, geincu- 
beerd in de afwezigheid van LI. Resultaten zijn gemiddelden 
van 3 experimenten in duplo (statistische analyse met behulp 
25 van herhaalde ANOVA en student Newman-Keuls test, *p<0,05). 
100% p24 productie komt overeen met 19 ng p24/ml. 

- Fig. 3. Effect van BLM op HIV-1 replicatie (A), cytoto- 
xiciteit (B) en cellulaire proliferatie (C) in PBL na 5 dagen 
incubatie met BLM. 

3 0 Voor de bepaling van de HIV-1 replicatie werden cel- 
len 2 uur geinfecteerd met HlV-lp^.r. bij een MOI van 0,001; de 

cellen werden vervolgens 2 keer gewassen en geincubeerd met 
verschillende BLM concentraties- Na 5 dagen werd het superna- 
tant gebruikt voor p24 ELISA. Virus replicatie werd uitge- 
3 5 drukt als % p24 reductie na BLM incubaties, vergeleken met 
p24, gemeten bij controle HIV-geinf ecteerde cellen geincu- 
beerd in de afwezigheid van BLM (gesteld op 100% p24) . Cyto- 
toxiciteit werd bepaald met de MTT test en wordt weergegeven 
als % levende cellen na 5 dagen incubaties met BLM, vergele- 



ken met levende cellen van controle HIV-geinf ecteerde cellen 
geincubeerd in de afwezigheid van BLM (gesteld' op 100% leven- 
de cellen) . PBL proliferatie werd gemeten door overnacht ^H- 
thymidine incorporat ie , na 4 dagen . incubatie van de cellen 
g ^f^t RT.M ; wf^Rrqegeven als 'counts per minute' (cpm) na 

BLM incubaties, vergeleken met cpm in controls cellen, geln 

cubeerd in de afwezigheid van BLM. Resultaten zijn gemiddel- 
den van 3 experimenten in duplo ( statist ische analyse met 
behulp van herhaalde ANOVA en student Newman-Keuls test, 
10 *p<0,05). 100% p24 productie komt overeen met 19 ng p24/ml. 

- Fig. 4. Effect van DF (AI-II) , LI (BI-II) en BLM (CI-II) 
op HIV-1 replicatie (A-CI) en cytotoxiciteit (A-CII) in MDM 
na 5 dagen incubatie. 

Voor de bepaling van de HIV-1 replicatie werden cel- 
15 len 2 uur geinfecteerd met HIV-lBa-L bij ^01 van 0,001; de cel- 
^■"^^ — len werden v grv olyen s 2 kee r g ew a ver- - 

schillende concentraties agens . Na 5 dagen werd het superna- 
tant gebruikt voor p24 ELISA. Virus replicatie werd uitge- 
drukt als % p24 reductie na incubaties, vergeleken met p24, 
20 gemeten bij controle HIV-geinf ecteerde cellen, geincubeerd in 
de afwezigheid van de verbindingen (gesteld op 100% p24) • Cy- 
totoxiciteit werd bepaald met de MTT test en wordt weergege- 
ven als % levende cellen na 5 dagen incubatie, vergeleken met 
levende cellen van controle HIV-geinf ecteerde cellen geincu- 
25 beerd in de afwezigheid van de verbindingen (gesteld op 100% 
levende cellen) . Resultaten zijn gemiddelden van 3 experimen- 
ten in duplo (statistische analyse met behulp van herhaalde 
ANOVA en student Newman-Keuls test, *p<0,05) . 100% p24 pro- 
ductie komt overeen met 1,2 ng p24/ml. 
30 - Fig. 5. Graf ische presentatie van de combinatie index 

{Cj) g^HAg<=>Rrd op de fractie remming (fa = fraction affected) 

van het p24-antigeen door een mix van DF en ddl (molaire ra- 
tio 4:1). Data punten op de grafiek wordt aangegeven als cone 
DF en ddl beide in fxM. C1<1, = 1 en >1 duiden respectieveli jk 
35 op synergistische, additieve en antagonistische effecten. De 
onderverdelingen in het synergist isch gebied (CI>0,7, 0,3-0,7 
en <0,3 duiden respectieveli jk op matig synergisme, synergis- 
me en sterk synergisme) is volgens Chou en Talalay. De para- 
meters worden verkregen met de gemiddelde ef f ectberekening 
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van Chou en Talalay en het CalcuSync computer software pro- 
gramma zoals beschreven bij "materialen en methoden" . De IC50 
van DF was 8,5 /xM en die van ddl was 3,7 fiM in dit experi- 
ment. Deze grafiek is representatief voor 3 onaf hankeli jke . 
5 experimenten, 

- Fig. 6. GrafischG prcsontatie van de combinatie index 
(CI) gebaseerd op de fractie remming (fa = fraction affected) 
van het p24-antigeen door een mix van bleomycine (BLM) en ri- 
tonavir (ratio 30:1). Perifere bloed lymfocyten (PBL) werden 

10 2 uur geinfecteerd met HIV-Ib^.^ bij een MOI van 0,001. De cel- 
len werden vervolgens 2 keer gewassen om overmaat virus te 
verwijderen en daarna 5 dagen geincubeerd met alleen BLM, 
alleen ritonavir of verschillende combinaties van beide stof- 
fen. Virus in het supernatant van de celkweken werd geinacti- 

15 veerd in een eindconcentratie van 0,05% empigen en de aanwe- 
:— - — "zigheid van HIV - 1 in h e t ge te activeerde s upern a t a nt werd ge- — : 
meten door bepaling van het p24 antigeen met enzyme -linked 
immunosorbent assay (ELISA) . CI<1, = 1 en >1 duiden respec- 
tievelijk op synergistische, additieve en antagonist ische ef- 

20 feet en, volgens Chou en Talalay. De parameters worden verkre- 
gen met de gemiddelde ef f ectberekening (median effect equati- 
on) van Chou en Talalay en het CalcuSync computer software 
programma. De IC50 van BLM was 1,9 /xg/ml en die van ritonavir 
was 0,04 fiM in dit experiment. Deze grafiek is representatief 

25 voor twee onaf hankeli jke experimenten. 
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Farmaceuticum voor de behandeling van virale in-_ 
beetles in heL bijzonder van h e t human e immunodeficiency 
virus (HIV) , met het kenmerk, dat het farmaceuticum een pre- 
paraat omvat dat als actief bestanddeel een i j zerchelator 
5 bevat . 

2. Farmaceuticum volgens conclusie 1, met het ken- 
merk, dat de ij zerchelator gekozen is uit de groep van de hy- 
droxamaten (zoals deferoxamine), de familie van de hydroxypy- 
ridionen (zoals deferipon) , en de nucleinezuur-bindende 

10 chemotherapeutica (zoals bleomycine) . 

3. Farmaceuticum volgens conclusie 1 of 2 , met het 
-kenmex k, dat het faxtnaeeu ticum n a-a- st h e t pr e paraat d at— da— 



zerchelator bevat tevens een preparaat omvat, dat een ander 
virusremmend middel bevat . 
15 4. Farmaceuticum volgens conclusie 3, met het ken- 

merk, dat het virusremmende middel een proteaseremmer is. 

5. Farmaceuticum volgens conclusie 4, met het ken- 
merk, dat de proteaseremmer ritonavir is. 

6. Farmaceuticum volgens conclusie 3, met het ken- 
20 merk, dat het virusremmende middel een reverse transcrip- 

tease- 
iremmer is. 

7. Farmaceuticum volgens conclusie 6, met het ken- 
merk, dat de reverse transcriptaseremmer een dideoxyinosine 

25 is. 
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A: p24 aniicieca 



B: aantal Icvcndc cellca 



C: prolifcratic 
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A: p24 antif^cn B: aantal IcvcnOc celtcn C: prolifcralie 
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A: Ocreroxamine (DF) 
I: p24 antigecn 



11: aantal levende celkn 
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B: Deferiprone (LI) 
I: p24 antigeen 



II: aantal levende cellen 
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C: Blcomycinc (BLM) 
I: p24 antigeen 



n: aantal levende cellen 
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